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偽膜性大腸炎, 一 部の 抗生物質関連下痢症 の 原因菌である C h油壷抗 … =れげk 最(C･ 斬〃k 混) の 毒素(ト キ シ ソ A , ト
キ シ ン B) 産生に 有効な ア ミ ノ 酸 に つ い て 3菌株を用い て 合成培地に て 検討 した ･ 18種類 の ア ミ ノ 酸 を含む 培地を基礎合成培
地(ba s al defin ed rn ediu m, B D M) として 使用 した ･ 各 ア ミ ノ 酸欠損 B D M を使用す る こ と に よ り , 十分 な毒素産生 に ほ バ リ
ン
,
シ ス テ イ ン , ト リ プ ト フ ァ ン ′ プ ロ リ ン ･ メ チ オ ニ ン , イ ソ ロ イ シ ソ , ロ イ シ ソ が 必 須 で ある こ とが 分か っ た . また , こ
れ ら必 須ア ミ ノ酸 の 中で シ ス テ イ ン ほ還元剤 と して 働い て い る こ とが 分か っ た ■ 上 記 7種類 の 必須 ア ミ ノ 酸 に 残 り11種類の ア
ミ ノ 酸を 1種類ず つ 加え た培地 に お ける菌 の 増殖を測定す る こ と に よ り , グ リ シ ン , ス レ オ ニ ン が 増 殖を 促進す る こ とが 分
か っ た ･ 増殖促進 に 有効な量は基礎濃度(B D Mに お ける濃度) で 十分 で あ っ た ･･ V PI lO463株 を 用い , 7種煩の 必須 ア ミ ノ 酸
の み を 含む合成培地お よ び さ らかこグ リ シ ン お よ び ス レ オ ニ ン を 添加 した 合成培地 (minim al a min o a cid-defin ed m ediu m,
M A D M)に おけ る毒素産生を検討 した結軋 後者 の 方が 前者よ り 良好 で あ っ た . 6種類 の 必須 ア ミ ノ 酸(バ リ ン , ト リプ ト フ ァ
ン
, プ ロ リ ン , メ チ オ ニ ン , イ ソ ロ イ シ ソ , ロ イ シ ン) の 量を 増量 した 吼 塵生毒素量は ア ミ ノ 酸の 増量 と共に 増加 し , ア ミ ノ
酸量を 基礎濃度 の 5培に 増量 した 時, 毒素量ほ 最高値 に 達 した ･ ま た , イ ソ ロ イ シ ソ が 特 に 毒素産生 に 有効 で あ っ た . さ ら
に , 有 毒 C･ difficile 20菌株 の 毒素塵生を変法 ブ レ ー ン ハ ー ト イ ン フ ュ ー ジ ョ ン (m odified br ain he art infu sio n,
m -B HI), B D M･ バ リ ン , ト リ プ ト フ ァ ン , プ ロ リ ン , メ チ オ ニ ン , イ ソ ロ イ シ ソ , ロ イ シ ン を B D Mの 6倍量に 含む M A D M
(6-fold M A D M･ 6×M A D M)･ イ ソ ロ イ シ ソ の み を B D Mの 6倍量に含む M A D M(is ole u cin e-6-foldM A D M, 6×トM A D M)かこ
て 検討 した ･ 上 述 の 3種 の 合成培地 の 中で は 6× M A D M が最も毒素産生 に 有効 であ っ た . 毒素 塵生 に 優 れ た m-B HIと
6× M A D M を比較す ると , 被験20株*13株で ほ 両 培地で同程度の 毒素産生が認め られ , 6× M A D M は毒素産生に は 良好な培地
で ある こ とが 示 され た ･ m -B HI お よ び 6× M A D Mに おけ る ト キ シ ソ A , トキ シ ソ13の 産生性の 関連性 を統計学的に解析 した
結軋 両毒素の 塵生は平行関係に ある こ と を が示 され た ･ 以上 の 結果は , C･ 斬〃k混 の 毒素塵生に 必 須の ア ミ ノ 酸 の 種 掛 ま他
の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌種の 場合に比 べ ると , は るか に 少な い こ と を示 して い る ･ さ らに トキ シ ソ A , ト キ シ ソ B の 産 生は同 一
の 機構 に よ り制御 されて い る こ と を示 唆 して い る .
Key w ords C･ dijficile, tO Xin A, tOXin B, a min o acid, defin ed m ediu m
C h油壷抗 招 い 亙〃読流 (C･ df〃fciJg)は偽膜性大腸炎 , 一 部の
抗生物質閑適下痢症 の 原因菌であり , 本菌の 塵生す る トキ シ ソ
A , トキ シ ン 3 が主病原因子と考 え られ て い るl)2). トキ シ ソ A ,
ト キ シ ソ B は類似 した 生物活性 を示 すが , ト キ シ ソ A は結集腸
管試験陽性 で あ る こ とか ら ェ ソ テ ロ ト キ シ ソ , トキ シ ソ 別 まサ
イ ト ト キ シ ン 活性が 極め て 高い こ とか らサ イ ト ト キ シ ソ と称 さ
れ て い る
2)
.
抗生物質関連下痢症 は当然の こ と な が ら抗生物質投与と関連
す る腸炎であり , 偽蹟性大腸炎もま た 抗生物質投与後 に 発症す
る場合が多 い3). こ れ ら C. 亙丹 前わ 腸炎の 治療 に は バ ン コ マ イ
シ ソ
,
メ ト ロ ニ ダ ゾ ー ル が 用い られ る が , 健常人の 糞便 を注腸
投与す る こ とも有効な治療法で ある4). C. df〃よcfヱ♂ は , そ の 頻
度 は 低 い な が らも健康成人 の 腸 内細菌叢 と し て 存在 し て い
る
5)8)
. しか しなが ら , 健康成人に お い ては , 糞便に は ト キ シ ソ
A f トキ シ ソ B い ず れの 毒素も検出 されな い5)8) . 以上 の こ とは ,
A b breviatio n s :B D M, bas al defined m ediu m; C.
正 常腸内細菌叢 が C. df〃fcf∠e の 増殖 ･ 毒素産生 を抑制 して い
る事を示 して い る . C. 丸竹 加ゎ 腸炎発症機序 の 観点 か ら みる
な ら ば, 正 常細菌叢 の 乱 れ が C. d∫〃∫cfJe の 増殖 ･ 毒素産生を
引き起 こ し, 腸炎が 発症す る と考 え られ る . 正 常細菌叢 の C.
斬〃k 混 の 増殖 ･ 毒素塵生抑制機構 に つ い て ほ 種 々 考え られる
が ,
一 つ の 重要 な因子 と して各種栄養素の 競合を挙げる こ と が
で き る｡
C･ di〟よciJ♂ の 毒素は 培養後期に産生 され るT)8) こ と か ら胞子
形成 が毒素産生 に 関係 し て い る と考 え ら れ て い る が , 最近
Ka miya ら鋸 は 胞子形成時期に 一 致 して ト キ シ ソ B が合成 され ,
培地 中に 放出 され る こ とを 明 らか に した . しか しな が ら , 毒素
産生 の 制御機構ほ 不 明で ある . 毒素産生の 制御機構 の 解明 に は
成分 の 分析が困難な複合培地ほ 不 適 で あり , 成 分が規定 されて
い る , 単純か つ 毒素産生に優れ た 合成培地 の 開発 が望 まれ てい
る .
あ0 抽Jよ乃㍑ m , Cgo ∫frfdi祝 m あof祝gi乃祝 m ノ C. 威〟よc眈
Clo st ridiu m diJficile;C･ 夕erfriわgens, Clo st ridiu m perjringe n s; C. teta ni, Clo st ridiu m tetani; C U, CytO~to xic
u nit; E C-5, Eagle
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C. df〟k 混 の 毒素産生
以上 の 観点 か ら本研究 で は t 栄養素の 中で 重要 な役割を演 じ
て い る ア ミ ノ 酸に 閲 し, C諭 肛柾 涼 の 毒素産生に 及 ぼ す影響
に つ い て 検討 した .
材料お よび方法
1 . 使用菌株
金沢大学医学部微生物学講座保存の C, di〟fcf～♂ 有毒株20菌
株を用 い た . これ ら菌株 の 中で , バ ー ジ ニ ア ポ リ テ ク ニ ッ ク
研究所お よ び 州立 大学 , 嫌気性菌研究所(V irginia PoLyte chnic
Institute a nd State Univ ersity, An a er obe Labor atory) 菌株の
VPI lO463株 , S.P. Borrie1lo 博 士 (Clin c al Re s e arch Ce ntre,
Harr o w, U K)よ り分与され た 菌株 B-1株 , 著者 の 研究室で抗生
物質関連下痢症患者 か ら分離 した K Z 16 47株 を主 に使用 した ,
Ⅱ . 培 地
Ha sla m ら
10)の ア ミ ノ 酸, ビ タ ミ ソ , 産地 ら11) の ミ ネ ラ ル ,
0.2% グ ル コ ー ス を 含 む 培地を基礎合成培地 (bas al defin ed
m ediu m, B D M) と した (表 1). B D M は以下 の 如く に 作製 し
た , 1.25倍濃度の ア ミ ノ 酸 ･ ビ タ ミ ン ･ グル コ ー ス 溶 液 の pH
を NaO H溶液 を用 い て 7.4に 調整 した後 , 10倍濃度の ミ ネ ラ ル
溶液, 5% NaHCO3溶液を培地 の 最終容量 の1/1 0量加え た (培
地の 最終 pH は約7.6). 培地は H Aフ ィ ル タ ー (日本 ミ リ ポ ア
リ ミ テ ッ ド , 東京) に て 濾過滅菌後 , 中試験管(15×160m m)に
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1 0ml ず つ 分注 した . 気相を H2 10%, C O2 1 0%, N280% の 混
合 ガ ス に 置換 した 後 , 4 ℃ にて 保存 L た. 培地 を還元する ため
置換48時間後 に 使用 した . 他の 合成培地も B D M作製法に準じ
て 作製 した .
毒素産生 に 良好な複合培地 と し て ブ レ ー ン ハ ー ト イ ン
フ ユ ジ ョ ン (B B L M icrobiolog ySyste m s, Cockeysville, U S A)に
Na2 H P O4 を0. 2%の 割 に 添加 した 培地 (m odified brain he art
infusio n, m-B HI)5)を用 い た . 120 ℃15分高圧蒸気滅菌後 , 合成培
地の 場合と同様 , 気相を混合ガ ス に 置換 し4 ℃に て保存 した .
Ⅲ . 種菌お よび培養
1 . 毒素産生の 検討
植菌の た め の 前培養菌液と して は , 毒素塵生条件 の 検討に は
B D M 16時間培養菌液 , 多数の 菌株 の 毒素塵生の 検討 に は 肝片
加肝ブイ ヨ ン 16時間培養菌液を用 い た . い ずれ の 場合 に も , 培
養菌液 の 10-3希釈液0.1ml を 1 0mlの 被験培地に 植菌 した . 希
釈 , 植 菌ほ す べ て 混合ガ ス 噴射下 で行 い , 同ガ ス 存在下で37 ℃
で 培養 した . 5 日間培養後 , 培養菌液を H Vフ ィ ル タ ー (日 本
ミ リ ポ ア リ ミ テ ッ ド) に て 濾過滅菌 し, 毒素の 測定 に供 した .
な お 培養期間中, 島津ボ シ ュ ロ ム ･ ス ペ ク ト ロ ニ ッ ク 20 A(島
津 , 京都) を 用 い , 波長 560n m の 吸光度(optic al de n sity at
560n町 O D58｡) を 測定する こ と に よ り 菌の 増殖 を測定 し た .
O D56｡の 測定ほ培養24, 30, 36時間, 2, 3 , 4 , 5 日 目に 行 っ
Tablel. Co mpo sitio n of ba sal defin ed m ediu m(B D M)
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V ita min e s(pg)
T hia min e l,000
Ca-D-Pa ntothe n ate l,000
Nic otin ami de l.000
鮎bofla vin l,000
Pyrido xin e l,000








CaC12 ･ 2 HzO
MgC12 ･ 6 H20
MnC12 ･ 4 H20
(N H.)2S O.
FeS O. ･ 7 H20
CoC12 ･ 6 H20
NaH C O3












Distilled w ater(ml) 1,000
Alla min o a cids e x c ept for cystein e(Ka nto C hemical, Tokyo) a nd al1 vitamin e s
e x c eptfo rbiotin (Sigm a, St. Lo uis, U S A) w er epur cha s ed fro m Wako, Osaka.
lm mun os o rbe nt ass ay ;M A D M, minim al amin o acid-defined m ediu m; m -B HI, m Odified brain heartinfusio n;
O D560, Optic al de n sity at 560n m; P B S, phosphate-buffered salin e; 6×I- M A D M, isole u cin e-6-fold M A D M;
6×M A D M, 6-fold M A DM ; T-P BS, Tw een 20- ad ded-P B S
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た .
2 . 発育促進 ア ミ ノ 酸 の 検討
肝片加肝ブ イ ヨ ン16時間培養菌液 の 遠心(1,000× g, 15分) 洗
浄菌液0.1ml を 1 0mlの 被験培地に 植菌 した . 操作ほ 混合ガ ス
噴射下で行い , 同 ガ ス 存在下 で37-℃ で 培養した . 培養開始後 1
時間毎に OD56｡を 測定 した .
Ⅳ . 毒素の 測定
1 . トキ シ ン A
Redm o nd ら12
､
の 酵素結合抗体免疫 ア ッ セ イ (e n zym e-1inked
im m u n o sorbe nt a ss ay, E LIS A) に 準 じ , 以下 の 方法 で トキ シ ソ
A を測定 L た. まず , Kamiya ら
一3一の 方法に 準 じて精製 した ト キ
シ ソ A を 軌 ､ , E hrich ら
川 の 方法に 従 い 抗 ト キ シ ソ A抗体 を作
製 L た. プ ロ テ イ ン A カ ラ ム (Bio-Rad Labo ratorie s, Richm o nd,
U S A) に よ り精製 した 抗 ト キ シ ソ A IgG を0.1 M炭酸 ナ ト リ ウ
ム ー 炭酸水素ナ ト リ ウ ム 緩衝液(pH 9.6)に 溶解 し(1 0pg/ml),
96穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト イ ム ロ ン 2(Dynatech Lab. ,Cha ntily,
U S A) の 各 ウ エ ル に 100pl 加え , 4 ℃で 一 夜静置 L た. 0.05%
ツ イ ー ン (Tw e e n)20加15m M リ ン 酸緩衝生理食塩水(pH 7. 2)
(Tw e e n20-ad ded pho sphate-buffer ed salin e, T-P B S) で 一 回洗
浄後, 1%血清 ア ル ブ ミ ン (和光, 大阪) 加P B S lOO〃1 を各ウ
エ ル に 加え , 37 ℃▲ 2時間静置 した . T,P B Sで 2回 洗浄後 , 被
験液 10恥l を 各 ウ ェ ル に 加 え , 37 ℃で 1 時 間静置 し た .
T-P B S で 2回 洗浄後 , ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (Sigm a, St. Louis,
U S A) 標識抗ト キ シ ソ A IgG (IgG 量 は 約 1 50FLg/ml) を
T-PBS で125倍希釈 し, 各ウ ニ ル に 100pl加 え , 37 ℃, 1 時間
静置 した . T-P B S で2 回洗浄後 , 0.1M ク エ ン 酸 緩衝液(pH
5.0)に 0- フ ェ ニ レ ン ジア ミ ン (Sigm a)(340FLg/ml) お よ び過酸
化水素(0.008%) を含ん だ基質液を 10恥1加え , 室温で30分間
反応 させ た . 4.5 N硫酸 を各 ウ ニ ル に 50〃i加え反応 を停止 さ せ
た 後 , 492n m の 吸 光度 を Easy r e ader E A R 340 A T(S L T-
Labinstr u m e nts, Salzbu rg. Au stria) に て 測定 した .
標 準曲線は Ka miya ら
1 3)
の 方法に よ り精製 した ト キ シ ソ A を
用 い て 求め た . 標識抗体の 作製は Redm o nd ら12)の 方法 に よ っ
た . 本法で の ト キ シ ソ A の 測定限界 ほ 10ng/ml で あ っ た .
2 . ト キ シ ソ B
ト キ シ ソ B の 測 定は培養細胞 B H K-21/W I-2 を 用 い , マ イ ク
ロ タ イ タ 一 法5) に よ り行な っ た . 本細胞の 培養に ほ 5 %ウ シ 胎
児血 清 (大 日本製薬 , 大阪) 加イ ー グル 最小必 須培地(日 札 束
京)(Eagle
'
s min im ales s e ntial m ediu m s up ple m e nted with 5 %
fetalc alfs er u m
, EC-5)を 用 い た ･ トリ プ シ ソ 処理 後 , 20万個/
ml に な る様 E CL5 で 調整 した . BH K-21/W I-2細胞 を96穴 マ イ
ク ロ プ レ ー ト フ ァ ル コ ソ 30 75(Be cto n Dickin so nLabw are,
Lin c oin Pa rk, U S A)の 各 ウ ェ ル に 50FLl 分注 し , 炭酸 ガ ス が
5 % に な る よ う調整 され た 自動炭酸 ガ ス 細胞培養装置 IT 42
(ヤ マ ト科学 , 東京) 内で3 7 ℃に て 培養 し た . 2 4時 間培養後 ,
E C-5 を 用い て 2倍 段階希釈 した 被験試料 50/上1 を各 ウ ェ ル に 添
加 し , 再び培養 した . 細胞 の 観察 は試料添加後 ,24,48時間後に
行い , ウ ニ ル 中の 全て の 細胞 が 円柳ヒす る添加試料 の 最大希釈
倍数の 逆数を細胞毒性単位(cytotoxic u nit, C U/50FLl)と した .
3 . 試料の 濃縮 .
H V フ ィ ル タ ー に て 濾過滅菌 した培養菌液を透析膜 チ ュ ー ブ
(V isking, Ne w York, U S A) に 注 入 し, 結集した 後 , ポ リ エ チ レ
ン グ リ コ ー ル 20,000(和光)に て 濃縮 した .
Ⅴ . 統計学的検討
ト キ シ ソ A , トキ シ ソ Bの 関連性の 検討は , ト キ シ ソ Aの ト
キ シ ソ B へ の 回 帰方程式を求め る こ とに よ り行 っ た . 回帰係数
の 差の 検定は F検定 で 行な っ た .
成 績
Ⅰ . 毒素産生 に必 須の ア ミ ノ酸
m-B HIに て 400～ 1,8 00ng/ml の ト キ シ ソ A , 212～ 214C U/
50pl の トキ シ ソ B を塵生す る C. difficile 3 菌株(V PI lO463,
B -l, K Z 1647株) に つ い て ! ア ミ ノ 酸 1 種類 の み を 欠損 した
B D Mに お け る毒素産生を検討 し, 毒素産生 に 必須の ア ミ ノ 酸
を 求め た (表2).
B D Mに お け る 菌の 発育は培養24 ～ 36時 間後 に 最高 に 達 し,
Table2･ Effe ct of amin o a cid depriv atio n o ntoxin pr odu ctio nby C. dijficile str ain sin B D M
C. dtfficiLe str ain s
Depriv ated
a min o a cid
V PI l O463 B - 1
Gr o wth-) Toxin Ab) To xin BC) Gr o wth To xin A Tqxin B
K Z 1 647





M ethio nin e
Le u cin e
Is ole u cin e
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Non e 柵 540 12 ≠ 24 6 ≠ 68 8
-I -
, nO visible gr o wth; +, the m a xim u m valu e of O Ds.｡during 5 days of in c ubatio n(O Dm け) ≦ 0.2; ≠, 0.2 < O D, M ≦ 0.4;
軋 O Dm . , > 0.4
拍 ng/ml. ′ - ,1e sstha n10ng/mt.
亡> Log2C U/50JLl･ - ･ n O?ytOtO Xicity･
J) Histidin e, glycin e, tyrO S m e･ arginin e, phenylala nin e, thre o ni e, ala nin e,lysine, Se rin e, a Spartic a cida nd gluta mic a cid･
C. 斬〃k 混 の 毒素産生
0.59～ 0.69の O D56｡値 を 示 した . また t 産生 ト キ シ ソ A , ト キ シ
ソ B量は 各々 24～ 540ng/ml, 26 ～ 212CU/50FLl で あ っ た .
バ リ ソ , シ ス テ イ ン , ト リ プ ト フ ァ ン 欠損 B D Mで は 3 菌株
全株に お い て 菌の 発育 ほ認め られず , 当然 の こ とな が ら毒素産
生も認め られ な か っ た . プ ロ リ ソ 欠損 B D Mに お い て は , K Z
1647株 で は菌 の 発育 ･ 毒素産生は認め ら れ な か っ た . 他 の 2
株に お い て も菌の 発育 は培養 3 日目以後に よ うや く認め られ た
に すぎず(最高O D5｡｡値 :0.3以下), 毒素に つ い て は ト キ シ ソ B
の み がわ ずか に 検出 され た に す ぎな か っ た (2
4
CU/5恥l以下).
メ チ オ ニ ン 欠損 B D M でほ菌の 発育ほ速や か に 認め られ , 培
養30～ 36時 間後 に O D5｡｡ 値 ほ 最 高 に 達 し た . 最高 O Ds60 値
(0.29～ 0.38) は BDM の 約1/2 であ っ た が , 産生毒素量は極め
て低か っ た . ト キ シ ソ A は全株で検出され ず , トキ シ ソ B は全
株で 検出 され た が B D Mの1/8(B-1 株)～ 1/2 56(V PI lO463
株) に すぎな か っ た .
ロ イ シ ソ 欠損 B D M, イ ソ ロ イ シ ソ 欠損 B D Mで は い ずれ の
菌株に つ い て も培養 2 日目 以後に 菌の 発育が認め られ た . 最高
O D,6｡値 は ロ イ シ ン 欠 損 B D Mで は 3 菌株共 に 培養 5 日 目
(O D,6｡値 :0.21～ 0.28), イ ソ ロ イ シ ソ 欠損 B D Mで は培養 2 ～
3 日 目(O D56｡値 :0.25～ 0.30)で あ っ た . ト キ シ ソ B産生ほ , ロ
イ シ ン 欠損 B D Mで は V PI 10463, B-1 株 に おい て 認め られ ,
そ の 値は 各 々 B D Mの 1/4 お よ び1/3 2, イ ソ ロ イ シ ソ 欠損
B D M で は 3株全株 に 認め ら れ , そ の 値 は B D Mの 1/4(B-1
株)～ 1/32(V PI l O46 3株)に すぎな か っ た . ト キ シ ソ A はト キ
シ ソ B値が 2
5
C U/5恥l 以 上 の 時 に の み 検出 され た . ロ イ シ ン
欠損培地 に お い て は V PI lO463株 で の み トキ シ ソ A が検出 さ
れ , 産生量 は B D Mの 1/2以下であ っ た . また , イ ソ ロ イ シ ソ 欠
損培地 に お い て は V PI l O463, K Z 1 647株で ト キ シ ソ A が検出
され た が , B D M と比較 した時 , 各々 B D Mの 場合の1/7 以下 .
1/4以 下に すぎなか っ た ｡ 他の11種類 の ア ミ ノ 酸 欠損 B D Mに
おけ る菌の 発育 ･ 毒素塵生は 3株共 に B D Mと ほ ぼ等 しい 値を
示 した .
以上 の 結果 , バ リ ン , シ ス テ イ ン , トリ プ ト フ ァ ン , プ ロ リ
ン , メ チ オ ニ ン , ロ イ シ ン , イ ソ ロ イ シ ソ が C 諭廿柾 諭 の 毒
素産生 に 必 須の ア ミ ノ酸 で ある こ と が 分か っ た .
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Ⅱ . 発育促進 ア ミノ 酸
ア ミ ノ 酸と して上 述の 毒素産生に 必須 の ア ミ ノ酸 7種類お よ
び 他 の11種煩中の 1種類ず つ を 加え た 合成培地(各ア ミ ノ 酸 畳
は B D Mと 同量) に おけ る 菌の 発育を , V PIlO463, B-1, K Z
1647株を 用 い て 検討 し, 菌の 発育 に 有効な ア ミ ノ 酸を 求め た .
本実験 に おい て は肝片加肝 ブイ ヨ ソ16時間培養菌液を遠心洗浄
した 後, その 0.1ml を 10 血の 各培地 に 植菌 した . そ の 後37 ℃
で 培養を 行い , -一 時間毎に O D56｡値を 測定 した .
本 実験条件 で は B D Mに お い て は 3株共培養 9時間後 に
O D58｡値 ほ最高値(0.81 ～ 0.87) を示 した (表3). ま た , 必 須 ア
ミ ノ 酸の み を含む 場合, 3株共培養14時間後に O D56｡値 ほ 最高
値(0.49～ 0.75) に 達 した .
グ リ シ ソ ある い ほ ス レ オ ニ ソ を 添 加 した 場合 , VPI lO463,
B-1 株 で は 発育は 明 らか に 促進 され , 最 高 O D56｡値は , 特に ス レ
オ ニ ソ を添加 した時増加 し, ま た 培養10～ 12時間後 に 最高値に
達 し , 必須 ア ミ ノ 酸の み の 場合に 比べ 短 い 培養時間で 最高値に
達 した . K Z 1 647 秩の 場合, グリ シ ソ , ス レオ ニ ソ 添加培地に




















ln c ubcLtio n pe riod(hr)
Fig.1, Effect of glycin e a nd thr eonine o nthe growth of
C , difficile str ain V PI lO463 in es se ntiala min o a cid-defi-
n ed m ediu m . Amin o a cids up pLe m e n t ed: ○ , n O n e ;△ ,
glycin e(100m g/l); ▲, t hreo nin e(200 mg/1); ○, B D M･
Table3. Effe ct of a min o a cids up ple m e nt o n the gr o wth of C.
str ain s
M ediu mb)
Amin o a cid
S uP Ple m e nted
Ma xim u mO D560 V alu eduring ln C ubatio n
Period in C . difficile stTain
A)
V PI lO463 B- 1 K Z 1647
B D M O.85 0.87 0.81
Ess e ntial a min o No n e O.60 0.49 0.75
a cid-defin ed Glycin e O.70 0.66 0.78
T hre onin e O.76 0.81 0.79
Othe r9
a min o a cidsC)
0.56- 0.61 0.43- 0.51 0.76- 0.80
-) A O.トrnlportio n of w a shed 16-hr liv erbr oth c ultu re of e a ch strain w as
in o c ulated into lOml of e a ch m ediu m. T he bacterialgr o wth r ea chedthe
m a xim u mle v el in l Oto 14 hr of in c ubatio nperiod.
b) B D M c o n sits of 18a min o a cids (s e e Table l). Es se ntialamin o
a cid-defin ed m ediu m c on sist of v alin e, CyStein e, try ptOpha n, m ethio nin e,
proline,1e u cine andis oleu cine.
C) Histidin e. glycin e, tyr OSine, arginin e, phe nylala nin e, 1ysin e, S erin e, aSpa rtic
a cida nd glutamic a cid.
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O D醐 掛 こ達す る培養時間は10～ 11時間 で あり , 必 須 ア ミ ノ 酸
の み の 場合に 比 べ 菌の 発育は 促進 され た . 他の 9種煩 の ア ミ ノ
酸に つ い て は 明確 な 発育促進効果 は認め られ な か っ た ｡ V PI
1 0463株の 増殖曲緩 を図1 に 示 した . 固か ら分か る様に グ リ シ
ソ は 掛 こ増殖速度促進に , ス レ オ ニ ン は増殖速度促進 と共に ,
先述の 如く増殖量増加に有効で ある こ と が分 か っ た . グ リ シ
ン , ス レオ ニ ソ を B D M に含まれ て い る量(グ リ シ ソ , 100m g/
1; ス レ オ ニ ン , 200m g/1)の 2倍量 に 増量 した 臥 そ の 効果の 増
加 ほ認め ら れ な か っ た . 逆 に グ リ シ ン , ス レ オ ニ ン を 各 々
50mg/l, 100mg/1 忙 減量 した 時, わ ずか なが ら増殖促進効果ほ
減少 した (成績略).
以上 の 結果 よ り , 以下 に 用い る培地に おい て は グ リ シ ン , ス
レ オ ニ ン 量を各 々 200mg/1, 400m gノ1 と した.
Ⅲ . 必 須ア ミノ 酸量 と毒素産生
1 . シ ス テ イ ソ 量
シ ス テ イ ン は還元 作用 を有する の で , そ の 還元作用が菌の 増
殖 ･ 毒素産生に 重要とも考え られ る . そ こ で ､ シ ス テ イ ソ の 代
りに 還 元剤 と して チ オ グリ コ ー ル 酸ナ ト リ ウ ム を 添加 し た
B D Mに お ける毒素塵生を , V PI lO463,B-1, K Z 1647株を 用い
て検討 した (衰4). シ ス テ イ ソ を含 む BD M と シ ス テ イ ン の 代
りに チ オ グリ コ ー ル 酸ナ トリ ウ ム を 含む B D M に おけ る菌の 発
育ほ共に 最高 O D5 闘値0.4以上 で あ っ た . また , 産生 ト キ シ ソ B
量は ほ ぼ 同程度であ っ た . した が っ て , シ ス テ イ ン は 還元剤と
Lて 働い て い る こ と が分か っ た . 以下に 用い る培地 に は , 還元
剤と して 働く最適量 で ある 500m g/1(0.05%)の シ ス テ イ ン を
添加 した .
2 . 他の 必 須ア ミ ノ 酸畳
シ ス テ イ ン 以外 の 6種類の 必 須 ア ミ ノ 酸 (バ リ ソ , ト リ プ ト
フ ァ ン , プ ロ リ ン , メ チ オ ニ ン , ロ イ シ ン , イ ソ ロ イ シ ソ)の 量
を B D Mに 含 まれ て い る量を 基礎濃度と し, 2 , 3, 4 , 5 ,
6 , 7 , 8 , 9 , 1 0倍量 に 増量 した 場合 の 毒素産生 を V PI
lO463株を用 い て 検討 した (図2).
グ リ シ ソ ･ ス レ オ ニ ソ 非添加の 場合, トキ シ ソ A値 は各 ア ミ
ノ 酸濃度が基礎濃度 で ほ0.44mg/ml であ っ た が , 2倍 量 に 増
量 した 時1.42mg/ml に 増加 した . 3 ～ 8倍量に 増量 し て も ト
キ シ ソ A 量の 増加ほ 認め られずほ ぼ 等 しい 値 (1.50～ 1 . 42m g/
ml) を示 し, 9 , 10倍量 で は ト キ シ ソ A量は む しろ減少 した .
トキ シ ソ B 値は ア ミ ノ 酸濃度が基礎濃度 で は 213C U/50山 で
あ っ た が , 2倍量 に 増量 した 時, 215C U/50〟1に 増加 した . 3 ～
9倍量に 増量して も トキ シ ソ B量の 増加 ほ認め られ ず等 しい 値
(2
-5C U/5仙1) を示 した .
グリ シ ン ･ ス レオ ニ ソ を 添加 した 場合 , グ リ シ ソ ･ ス レ オ ニ
ン 非添加 に 比 べ トキ シ ソ B値に 関 して は増加 は認め られ なか っ
た が , ト キ シ ソ A 備に 関 して は 著 しい 増加 が認 め られ た . トキ
シ ソ A値は ア ミ ノ 酸濃度が基礎濃度 で は 1.02m g/ml で あ っ た
































Con centrqtion o† qmino q cids
(r qtio to the bq s ql c once n-
tr qtion)
Fig.2. Effect of a min o a cid in cr e m e nt o n the to xin
Pr Odu ctio n by C. difficile str ain V PI lO463. Basal
C O n C e ntr atio n sof a min o a cids (mg/l): try ptOPha n, 10;
m ethio nin e
,
200; V alin e, 300;is ole u cine, 300; Pr Oline, 300;
le u cin e, 400. 0, △ , e S S entiala min o acid-defin ed m ediu m;
●, ▲ , e SS e ntiala min o a cid-defin ed m ediu m s up ple m e nted
With glycin e(200m g/l) and thre o ni e(400m g/l) (minim al
a min o a cid-defin ed m ediu m, M A D M). 0, ○, tO Xin A; △,
▲, tO Xin B.
Table4. Co mparis o n of cysteine and sodiu m thioglyc olate fo r to xin B
produ ctio nby C. dUficile str ain s
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A) Refe rto the fo otn otes of Table 2.
C. 弟〃k 混 の 毒素産生
mg/ml に ま で 増加 した ･ 6倍量以上 に 増量 し て も ト キ シ ソ A
債の 増加は認め られず, 10倍量に 増量 した場合 ト キ シ ソ A 値は
や や減少 した .
以上 の 結果 , 発育促進に 有効な グリ シ ソ , ス レ オ ニ ソ は 毒性
産生に お い て も有効な ア ミ ノ 酸 で ある こ とが 分か っ た ･ また ,
バ リ ソ , ト リ プ ト フ ア ン , プ ロ リ ン , メ チ オ ニ ン , ロ イ シ ン ,
イ ソ ロ イ シ ソ の 量を B D Mの 5倍量に 含む 培地が毒素産生 に 有
効な こ と が 分か っ た . なお , グリ シ ソ ･ ス レ オ ニ ソ を 含ま な い
場合, グリ シ ソ ･ ス レ オ ニ ソ を 含む場合 , い ずれ に お い て もア
ミ ノ 酸 の 増 量に か か わ りな く菌の 発育 の 変動 は少 な く最高
O D56｡値は 前者に お い て は0.25～ 0.30, 後者 に お い て ほ0. 45～
0.50 であ っ た .
以上 の 結 果に 基づ き , 以下の 実験 に お い て は t 培地 1,000ml
あた り , グ リ シ ソ 2 00m 臥 ス レ オ ニ ソ 400m g, シ ス テ イ ン
500m g, バ リ ン 300m g, ト リ プ ト フ ア ン 1 00m g, プ
ロ リ ン
300m g, メ チ オ ニ ン 200m g, ロ イ シ ソ 400m g, イ ソ ロ イ シ ソ
300m g(グリ シ ソ , ス レ オ ニ ン 以外 は B D Mに 含 ま れ て い る
量) の ア ミ ノ 酸 を 含む 合成培地を最小必 須 ア ミ ノ 酸 合成培地
(minim alamin o acid,de王in ed m ediu m , M A D M)と して使用 し
た . また , バ リ ン , ト リ プ ト フ ァ ン , プ ロ リ ン , メ チ オ
ニ ン ,
ロ イ シ ン , イ ソ ロ イ シ ソ の 6種類 の ア ミ ノ 酸量を M A D Mの 6
倍量 に含 む 培 地 を 6 倍増 量 M A D M(6-foId M A D M, 6×
M A D M) と して 用 い た .
次い で , 上 述の 6種煩の ア ミ ノ 酸の 中 で , い ずれ の ア ミ ノ 酸
の 増量が 毒素産生 に 最も有効 であ る か に つ い て 検討 した (表
5).
ト リ プ ト フ ァ ン , プ ロ リ ン , メ チ オ ニ ン , ロ イ シ ン を 6倍量
に 増量 して も トキ シ ソ A , トキ シ ソ B 共に そ の 産生量の 増加 は
み られ なか っ た , しか しな が ら , バ リ ソ , イ ソ ロ イ シ ソ を 増量
した時 , ト キ シ ソ A , トキ シ ソ B共 に 明 らか に 増加 した . 掛 こ
イ ソ ロ イ シ ソ を 増量 した 時 , ト キ シ ソ A , ト キ シ ソ B 共 に
6× M A D M と同 じ値を 示 した . 即 ち , 6× M A D Mの 毒素産生促
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Fig.3. Co rrelatio nbetw ee npr odu ctivitie s ofto xin sA a nd B
in mTB HI(○) and 6× M A D M(●). - , m-B HI; the
r egr e ssio n equ atio nis Y
= 0･23 Ⅹ-0･Ola nd the c o efficie nt
of c orr elatio n ris O.99(p<0.01, n = 18). - - - , 6×
M A D M;the regr es sio n equ atio nis Y = 0･22 X + 0･14a nd the
c o effic e nt of c orrelatio n ris O.98(p<0.01, n = 1 3).
Table5. Effe ct of in cr e a se of a single a min o a cid on to xin pr odu ctio nby
C . dif!icile str ain V PI lO463 in the minim al a min o a cid
-defin ed m ediu m
(M A D M)
Am o u nt ofto xin pr odu ced
M ediu m
Arnin o a cid
in cr e a sed
e)
Co n c e ntratio n
(mg/1) 苫浣含 (1｡gア爵諾〃1)
M A D M
&) No n e
Valin e l,8 00
Try ptopha n 600
Pr olin e l,800
M ethio nin e l,200
















































A) A min o a cid co mpo sitio n of M A D M= Valin e30, try ptOpha nl OO･ pr Olin e
300, m ethio nin e200,le u cine 400,is ole u cin e30, glycin e200, thr e o ni e400
a nd cystein e500m g pe rl,000ml･
b) M A D Ms up ple m e nted with v aline, try ptOpha n. pr olin e･ m ethio nin e･le u cin e
a nd isole u cin e at c o n c e ntratio ns 6-fold highertha ntho s ein M A D M･
e) Ea ch amin o a cidw a sincr e as ed up to the c o n ce ntr atio n6
-fold highertha n
thatin M A D M.
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進効果は イ ソ ロ イ シ ソ に よ る もの で あ る可 能性 が 示 さ れ た .
M A D Mに 含 まれ る ア ミ ノ 酸の 中で イ ソ ロ イ シ ソ 濃度 を 6 倍 に
増量 した 培地 をイ ソ ロ シ ソ 6倍 増量 M A D M(is ole u cin e-6イ01d
M A D M, 6×I- M A D M) と して 以下に 使用 した ,
Ⅳ . C. 煎〃k 混 菌株の各種合成培地に お ける毒素産生
有毒 C. 弟〃正混 20菌株 の 毒素産生性を複合培地 m -B HI, 1 8
種 類の ア ミ ノ 酸か ら 成 る B D M, 9種類 の ア ミ ノ 酸 か ら成 る
6× M A D M, 6×Ⅰ-M A D Mを用い て 比較検討 した .
3種 の 合成培地 を比較す ると , 被験2 0株中 KZ 1604, K Z
1748株を除 い た 全株が 6×M A D Mに お い て最 も良好な毒素産
生 を示 した (蓑6). K Z 1604株に つ い て は 6×I- M A D Mに お い
て トキ シ ソ A値が 最も高く , K Z 1748株 に つ い て は B D Mに お
い て ト キ シ ソ A 一 トキ シ ソ B 値は 最 も 高か っ た が , そ の 値 は
6× M A D M に おけ る値と ほぼ 等 しか っ た . 毒素産生に 良好な複
合培地 で ある m -B HIと 6× M A D Mとを 比較す ると , 被験20株
中13株(K Z 1607, K Z 1610, K Z 1694, KZ 1613, K Z 1 626, K Z
1 606, K Z 1 604, K Z 1 608, KZ 1665, K Z 1602, K Z 1650, K Z
1601, V PI lO463株)が両培地 で ほぼ同産度 い キ シ ソ B値 の 差
が 4倍以内) の 毒素塵生を示 した . 6× M ADM に お い て † キ シ
ソ A , ト キ シ ソ B が共に 検出 され た 菌株 は m-B HI に て 2TC U/
5恥l の ト キ シ ソ B値を示 した 4株中1株お よび 28 C U/5恥上以
上 の ト キ シ ソ B値を 示 した 菌株13株全株 一 計14株 で あ っ た . こ
れ ら14株中4株(K Z 1 602, K Z 1650, K Z 1601, V PI lO463株)
で は m -B HIと 同程度(トキ シ ソ B値の 差が 2倍以内)の 毒素が
産生 さ れ た ･ 残 り1 0株中 4株(K Z 1604, K Z 1 608, KZ 1698,
K Z 1665株) に つ い て は 6× M A D Mに おけ る トキ シ ソ B値 は
m -B HIの1/4～ 1/8, ト キ シ ソ A値 も約1/3～ 1/4 であり , 比較的
高い 毒素産生 が認 め ら れ た . 6 株 (K Z 1648, K Z 1625, K Z
1630, B-1, K Z 17 48, K Z 1 647株) に つ い て は , 6×M A D M にお
け る毒素産生性 は m-B HI に比 べ 悪く l トキ シ ソ B億 ほ1/16～
1/64, ト キ シ ソ A値 は 約1/6(K Z 1630株)～ 1/2 0(K Z 1748
株) に すぎな か っ た . m-B HI に おい て ト キ シ ソ A が 検出され な
か っ た 2株 (K Z1607, K Z 1 61 0株), お よ び 6×M A D Mに お い
て トキ シ ソ A が検 出され な か っ た 6株 (K Z･1607, K Z 1 610, K Z
1694, K Z 1613, K Z 1626, K Z 1606株)に つ い て , 培養液を ポリ
エ チ レ ン グ リ コ ー ル20,000を用 い 濃縮 した 後 に トキ シ ソ B値,
トキ シ ソ A値 を測定 した . い ずれ の 場 合に も ト キ シ ソ B値 が
9～ 11C U/50JLl に な る まで 濃縮 した 時, 96～ 190ng/mlの ト キ シ
ソ A が 検出され た .
トキ シ ソ A と トキシ ソ B の 塵生性 の 関連性の 度合い を , トキ
シ ソ A , ト キ シ ソ B翠に 検出され る ト キ シ ソ B値 2
6
C U/5恥1以
上 に つ い て , ト キ シ ソ A 値 (logl｡ng/ml, Y) の ト キ シ ソ B値
(log2C U/5恥1, Ⅹ)と の 回帰方程式を求め る こ と に よ り検討 した
( 図3). m -B HI, 6×M A D Mい ずれ の 培地 に お い て も ト キ シ ソ
A 値と トキ シ ソ B値 の 間に は 有意 の 正 の 相関 が み と め られ た
(それ ぞれ Y = 0.23 Ⅹ- 0.01, r = 0.99, p< 0.01; Y = 0.22 Ⅹ +
0.1 4, r = 0.98, p<0.01). ま た , 2 つ の 回 帰係数 の 差 の 検討を
行な っ た と こ ろ , 有意 の 差 はな か っ た (p< 0.01).
Table6. To xin produ ctio nby C. dif!icilc strain sin diffe re nt defin ed m edia
A m o u nt of to xin pr odu c ed in
Str ain m - B H I
▲) 6× M A D M 6×r-M A D M B D M
Ab) BC) A B A B A
KZ 1 607
KZ 1 610
KZ 1 694 18
E Z 1 613 34
KZ 1 626 35
E Z1 606 52
KZ 1 604 80
K Z 1 608 140
K Z 1 698 180
K Z 1 648 290
K Z 1 625 550
K Z 1630 540
K Z 1 665 980
B - 1 1,100
K Z 1 748 1,900
K Z1647 1,600
K Z 1 602 45
K Z 1 650 130










































































































































m -B HI, B HIs up ple m ented with O.2 % Na2H P O一; 6× M A D M, r efer to the
footn ote s of Table5; 6×I+M A D M, M A D Ms up ple m ented with is ole u cin e at
a c o n c e ntratio n 6-fold highe rtha n thatin M A D M; B D M, ba sal defin ed
m ediu m.
b) To xin A (ng/ml)ミ ー ,le s stha nl Ong/ml.
C) To xin B(log2C U/50JLl).
C. 弟〃k 混 の 毒素塵生
考 察




これ ら C･ 動伊最ね 腸炎患者糞便中に は本菌の
産生す る ト キ シ ソ A , トキ シ ソ B が存在 し , これ ら の 毒素が 主
病原因子 で あ る こ と が 明 らか に され て い る
2)
･ ト キ シ ソ A , ト
キシ ソ B ほ 主 な生物学的活性 と して共 に サ イ ト トキ シ ソ 活性 ,
致死活性 , 血 管透過性増強活性 を有す る
錮 1 6)
･ トキ シ ソ A は結
染腸管液体貯留活性(エ ソ テ ロ ト キ シ ソ 活性)を有 し, また , ト
キ シ ソ B は極め て 強い サ イ ト ト キ シ ソ 活性 (ト キ シ ソ A に 比 べ
タ ン パ ク 当 り, 約1,000倍) を有す る点 が特徴 であ る
2‖5)-6)
. 病因
的に は エ ソ テ ロ ト キ シ ソ 活性を 有する ト キ シ ソ Aの 方が 重要で
ある こ と が 示 され て い る
17 卜 柑)
C. 孔竹 前k 腸炎の 発症要因と して 最 も 重要なも の ほ 抗生物
質投与 で あ るが , そ の 他便軌 イ レ ウ ス , 結腸癌等 が挙げ られ
て い る
封20)
. こ れ らの 要因は い ずれも腸内細菌叢に 影響 を与え る
もの で ある .
健康成人 の 糞便か らの C. 斬〃正 混 分離率は 0 ～ 13%と報告
者に よ り異 な る
5)6)21)22)
, Naka m u r aら
5)ほ20～ 90歳 の 健康成人431
人を 対象 と して49人 (1 1.4%)か ら C. dげJfcJJg を分離(菌数;
10
2
～ 10ソg) し た . 健 康 C. 詔〃fcf∠e 保 菌 者 の 場 合 , C･
動研 冨k 腸炎患者 と異な り , そ の 糞便中 に は トキ シ ソ A , ト キ
シ ソ B は検出され な い
5)6)21)22)
C . 動竹 前k 腸炎 の 治療 に ほ 通常バ ン コ マ イ シ ソ が 用 い ら れ
る が
, 再発を 繰 り返す場合 , 健康成人 の 糞便の 注腸投与が有効
である と報告 され て い る
4)
.
以上 の こ とは , 正常 腸内細菌叢の 乱れ が C･ dよ〃k 混 の 異常
増殖 を招来 し , 産生 された ト キ シ ソ A , ト キ シ ソ B が 主病原因
子と して働き , 腸炎が 惹起され る こ と を示 して い る .
一 方 , 腸
内細菌叢 ほ C. df〃fc∫Jg の 増殖 ･ 毒素産生 を抑制 して い る こ と
を示 して い る .
C = れげk 混 の 毒素塵生機構 に つ い て は 主 と して 胞 子形成 の
観点か ら検討され て い る23)
､ 25)
. Ka miya ら
9)は極め て 少量の 栄養
型細菌の み を植菌す る こ とに よ り , ト キ シ ソ B は胞子形成時期
に 一 致 して 産生され 仁 培 地 中 に 放出 され る こ と を 明 らか に し
た . しか しな が ら, い か な る物質が毒素産生に 影響 し, 毒素産
生を制御す るの か 全く 不 明 で ある . こ の 事を 解明す る に ほ , 成
分が複雑な複合培地 ほ 不 適で あり , 毒素産生の た め の 合成培地
の 開発 が望 まれ て い る .
本研究 で は腸内細菌叢の C. dげJfビゴJ♂ に 対す る増殖 ･ 毒素産
生の 抑制機構 を栄養素 の 競合の 観点か ら検討す べく , ま た , 毒
素塵生の た め の 合成培地の 開発をも 目的と して , 栄養素の 中で
も重要な役割 を占め て い る ア ミ ノ 酸の 毒素産生に 与え る影響 に
つ い て 検討 した .
本研究 で は トキ シ ソ A の 測定に ほ E LIS A を用 い , トキ シ ソ
B の 測定に は 2倍段階希釈法に よ り培養細胞 に 対す るサ イ ト ト
キ シ ソ 活性を 測定す る方法 を用い た . 培養細胞は トキ シ ソ Bに
対す る感受性が極め て 高い の で , 本研究 で 用い た 方法 が ト キ シ
ソ B測定 に は 一 般的に 用 い られ て い る
2)
.
まず各種 ア ミ ノ 酸欠損 B D M を用い , C. 粛〃fcfge の 毒素産生
に必須 の ア ミ ノ 酸を 求め た . 被験菌株 の 十分な発育 ･ 毒素産生
には バ リ ン , シ ス テイ ソ , トリ プ ト フ ア ン , プ ロ リ ン , メ チ オ
ニ ン
,
ロ イ シ ソ , イ ソ ロ イ シ ソ が必須 で あ っ た . Ha sla m ら
明 ほ
C. 斬〃紘涼 3菌株を用い て検討 し , 3菌株 とも, 著者の 成績
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と 同様 , これ らの ア ミ ノ 酸が 発育 ･ 毒素産生に 必 須で ある と報
告 して い る . しか しな が ら , 欠損 した 時, 菌の 発育 ･ 毒素産生
が認め られ な い ア ミ ノ 酸は , 菌株 に よ り相遵があるもの の , 著
者の 成績で は バ リ ン , シ ス テ イ ン , ト リ プ ト フ ァ ン , プ ロ リ ン
で あ っ た が , Ha sla m ら川) の 成蹟 で は こ れ ら4種 に 加う る に メ
チ オ ニ ン , ロ イ シ ン , イ ソ ロ イ シ ソ で あ っ た . さ ら に ,
Ha slar nらtO)の 成績 で は菌株 に よ り異な るが , ヒ ス チ ジ ン , チ ロ
ジ ン , リ ジ ン , グル タ ミ ン 酸 , ア ラ ニ ソ , グ リ シ ン が 菌の 発育
に は必 須 で は な い が毒素塵生 に 必須 で あ っ た と 報告 さ れ て い
る . 上述 の 如く必 須 ア ミ ノ 酸が 異な っ た理 由と して は , 使 用 し
た 菌株の 相違の 他に 使用 培地 の 違 い が 挙げられ る . 著者の 使用
した 培地 と Ha sla m ら10)の 培 地 と の 最も大きな 相違点 は培地
pH で ある . Ha sla m ら
10) の 培地 pH ほ約 9 と極め て 高く , 菌の
発育に は 不適 で あ る .
上述の 7種類 の 必 須ア ミ ノ 酸の み を 含む 培地に お け る菌の 発
育 ほ不 良で あ っ た の で , 各種 ア ミ ノ 酸 1種類の み を 更に 添加 し
た 培地 に お ける 菌の 発育を検討 し , 発 育促進 ア ミ ノ 酸を 求め
た . 11種類の ア ミ ノ 酸の 中で グリ シ ン , ス レ オ ニ ン が菌 の 発育
を 明 らか に 促進 した . しか しな が ら, グ リ シ ン お よ び ス レ オ ニ
ン を 同時に 添加 した 場合 に も相乗作 用 は 認 め ら れず , 最 高
O D56｡値ほ18種類 の ア ミ ノ 酸全て を含 ん で い る B D Mに 比 べ 幾
分低か っ た . 1種類の みを 添加 した 場合 , そ の 発育促進効果 は
明確 で は なか っ た 残 り9種類の ア ミ ノ 酸が , 十分な 発育に は必
要 で あ る こ と を示 して い る . グリ シ ン , ス レ オ ニ ン の 発育促進
作用は B D Mに 含ま れて い る 量が 十分量であ っ た .
7種類の 必須 ア ミ ノ 酸量と産生毒素量の 量的関係に つ い て 検
討 した . こ れ ら必須 ア ミ ノ 酸 の 中で シ ス テ イ ソ は 還元作用を有
す る と こ ろか ら, 嫌気性菌の 培養に 当 っ て は通常還元剤 と して
用 い られ て い る
26)
. 本培地に お い て も シ ス テ イ ソ は 還 元 剤 と し
て 必 須で あ る こ と が 考え られ たの で , 還 元剤 と して シ ス テ イ ン
の か わ り に チ オ グリ コ ー ル 酸ナ ト リ ウ ム を含ん で い る B D Mに
お ける 歯の 発育 ･ 毒素産生を検討 した . チ オ グ リ コ ー ル 酸 ナ ト
リ ウ ム 添加 B D Mに お ける菌の 発育 ･ 毒素産生 は シ ス テ イ ン 添
加 B D M と同 程度であ っ た こ とか ら, B D Mに お い て も シ ス テ
イ ン は 還元剤 と して 働い て い る こ とが 明 らか と な っ た . 還元 剤
と して シ ス テ イ ン を 添加す る場合0.05%が 最適であり , そ れ 以
上 の 濃度 は 菌の 発育 に 対 し抑制的に 働く こ と が 知 ら れ て い
る
26)
ト 以上の 点か ら シ ス テ イ ン 濃度を0.05%とす る こ と と した .
次 い で , V PI lO463株を用 い て , 残 り6種煩の ア ミ ノ酸 の 量を
B D Mに 含 まれ て い る量の 2 ～ 10倍に 増 量 し, 毒素産生を検討
した .
い か な る濃度に お い て も グリ シ ン ･ ス レ オ ニ ン を 含ん で い る
方が 毒素産生が良好であり , これ ら の 発育促進 ア ミ ノ 酸ほ 毒素
塵生にも有効で ある こ とが 分か っ た . トキ シ ソ B の 値 に は差 が
認め られ な か っ た が , こ れ は トキ シ ソ B の 測定が 2倍段階希釈
法 に よ っ て い る こ とに 起 因す るもの と思わ れ る. グ リ シ ン ･ ス
レ オ ニ ン 添 加培地 に お ける毒素産生量 は ア ミ ノ 酸量を B D Mの
5倍量 に増量 した 時 , 最高値に 達 した . 6種類の ア ミ ノ 酸中,
毒素産生に 最も有効な ア ミ ノ 酸を 明 らか に す るた め , 1種類の
み を 6倍量 に増量 した 培地に おけ る毒素産生を検討 した . 6種
類中バ リ ソ , イ ソ ロ イ シ ソ , 掛 こイ ソ ロ イ シ ソ が 毒素産生 に有
効 であり , 6種類全 てを増量 した 場合と等 しい 毒素産生が認め
られ た .
･ 以上の 結果 , C . 覇〃転侮 の 毒素廃盤の た め の 必 須､ア ミ ノ 酸
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ほ バ リ ン , ト リ プ ト フ ァ ン , プ ロ リ ン , メ チ オ ニ ン , ロ イ シ
ン , イ ソ ロ イ シ ン で あ り , 少な くと もグ リ シ ン , ス レ オ ニ ン ほ
毒素塵生を増強す る こ と が 分か っ た . 更に , 必須 ア ミ ノ 酸の 中
でイ ソ ロ イ シ ン が 毒素産生に 特 に 有効なこ と が分か っ た .
C わ∫行idf以 m の 中 で は , 特 に C わ虎ridf〟 m ♪βrノ
■
rf乃gβ乃∫ (C.
♪g rJrなg 乃∫), C 祝融カd 加Ⅵ .ね血 直別 川 (C ｣ わ由止玩払椚), C わ∫亡-
r∫di祝m fe≠α乃∫(C. 緑勅封扇)に 閲 し毒素塵生に必 須あ るい は 有効な
ア ミ ノ 酸に つ い て 研究さ れ て い る . C. ♪gげrわ7gg花∫ の エ ソ テ ロ
ト キ シ ソ ほ20種類27)28), α 毒素塵生は1 9種類の ア ミ ノ 酸 を 含 む
合成培地 で 塵生 され る29). α 毒素産生 に 必 須の ア ミ ノ 酸 ほ ア ル
ギ ニ ン , シ ス チ ン , グ ル タ ミ ン 酸 , グ リ シ ン , ヒ ス チ ジ ン , イ
ソ ロ イ シ ソ , ロ イ シ ン , メ チ オ ニ ン , フ ェ ニ ー ル ア ラ ニ ン , セ
リ ン , ス レ オ ニ ン , ト リ プ ト フ ァ ン , チ ロ ジ ン , バ リ ソ の14種
類であり , ア ラ ニ ン , ア ス パ ラ ギ ン 酸, リ ジ ン ほ 有効な ア ミ ノ
酸 で ある細 . c . 如 血尤 Ⅶ 澗 A , B型菌の 神経毒素産生 に は ア ル
ギ ニ ン , イ ソ ロ イ シ ソ , ロ イ シ ン , メ チ オ ニ ン , フ ェ ニ ー ル ア
ラ ニ ン , トリ プ ト フ ア ン , チ ロ ジ ン , バ リ ン の 8種類 の ア ミ ノ
酸が必 須で ある3 m =. C. ねね 扇 の 神経毒素産生 に ほ 少な く と も
ア ル ギ ニ ン , グル タ ミ ン 酸 , ヒ ス チ ジ ン , イ ソ ロ イ シ ソ , ロ イ
シ ン1 セ リ ン , トリ プ ト フ ァ ン , チ ロ ジ ン , バ リ ン , リ ジ ン の
10種類が必 須 で ある32ト 34) . C. 動〃k 混 の 毒素産生 に 必 須 の ア ミ
ノ 酸は よ 本研究で 示 され た如く , 6種顆 に すぎず , 本菌 は他 の
C わ∫行方d∫祝 m と比 べ る と極め て 少な い 種類 の ア ミ ノ 酸存在下 で
毒素塵生が 可 能 で ある こ とが 示 され た .
C･ 粛〟icfJg の 毒素産生 に は イ ソ ロ イ シ ソ が特 に 有 効 で あ っ
た . イ ソ ロ イ シ ソ は C . dよ〃∫cfgβ の 胞子形成を顕著 に 促進す る
ア ミ ノ酸 で あ り
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＼ ま た C. 斬〃れ混 の 毒素ほ 胞子形成時期に 産
生 され る7 畑 こ とを 考え 合わ せ る と , イ ソ ロ イ シ ソ が本菌 の 毒素
産生の 制御に 重要な役割 を演 じて い る可能性がある .
C 諭牡 柾 涼 20菌株 に つ い て , B D M(18種類の ア ミ ノ 酸 を 含
む), 6 種 煩 の 必須 ア ミ ノ 酸 を 6 倍 に 増 量 し た 合成 培地
(6× M A D M)(9種類 の ア ミ ノ 酸を含 む), イ ソ ロ イ シ ソ の み を 6
倍に 増量した 合成培地 (6×I-M A D M) (9種類 の ア ミ ノ 酸 を 含
む) に おける毒素産生を , 複合培地 皿-B HIと比較検討 した . ほ
ぼ全菌株共 に , 3種塀の 合成培地の 中で は , 6× M A DM に お い
て 毒素産生が最も良好 で あ っ た . 即 ち , C. 瑚JicfJど の 毒素塵生
に は本研究 で示 した 9種類 の ア ミ ノ 酸 (シ ス テ イ ソ を 含 む) で
十分であり , 他の ア ミ ノ 酸 は必 ず しも必 要で な い こ と が 分か っ
た ･ 6×I-M A D M お よ び 6× M A DM に おける 毒素産生 が ほ ぼ等
しい 菌株が多か っ た が , 6×Ⅰ- M A D Mよ りも6×M A D Mに お け
る方が 毒素塵生が良好な菌株も存在 した . こ の 様 な菌株 で はイ
ソ ロ イ シ ソ 以外の 必須ア ミ ノ 酸が毒素産生に特 に有効 なもの と
考え られ る . 6× M A DM に お ける毒素産生を m -B HI に おける
場合 と比較す る と , 20株 中13株 で ほ ト キ シ ソ B値 ほ 4倍以内で
あり , 本培地に 含 まれ て い る ア ミ ノ 酸 , お よ び そ の 濃 度が C.
蛮〃ぬ混 の 毒素産生に ほ極め て 良好な こ とが 示 され た .
m -BHI,6×M A D M に おい て トキシ ソ B値が 25C U/50pl以下
の 場合, 本研究で用い た E LIS A で は トキシ ソ A ほ検 出限界以
下であ っ た が , 濃縮す る こ と に よ り ト キ シ ソ A の 存 在 を 認 め
た ･ 即 ち , 有毒 〔1 粛〟紘涼 は トキ シ ソ A , トキ シ ソ B共 に 産
生す る こ と が 示 され た . 遺伝学的に は有毒株は トキ シ ソ A , †
ヤ シ ソ B遺伝子を共 に 有 し, そ れ らほ染色体上 に 近接 して 存在
す る こ と が 明らか に され て い る 糾 9}. 上 に 示 した 如く t 培 養液
中に トキ シ ソ A , トキ シ ソ B が共に存在す る こ と は , 両 トキ シ
ン 遺伝子の 発現が同 一 機構に よ り行な わ れて い る こ と を示 唆す
る .
複合培地 で は 産生 され た トキ シ∵/ A 量と トキ シ ソ B 量ほ正 の
相関 に あ る40ト 42)･ 本研究 で示 され た 如く合成培地 に お い て も複
合培地 の 場合と同様 , ト キ シ ソ A 量と トキ シ ソ B 量の 間に は正
の 相関が 成立 す る こ とが 分か っ た . 即ち , ト キ シ ソ A , トキ シ
ソ B の 産生量の 制御は l 両培地に お い て 同 一 の 機構 に よ る可能
性が 示 唆 され た . 本研究で 示 され た 合成培地は ア ミ ノ酸鼠成が
単純であ り , 毒素産生機構解明の た め の 有効な 合成培地 である
と思わ れ る .
結 論
C･ 動伊 嵩ね の 毒素 い キ シ ソ A , ト キ シ ソ B)産生に 有効な
ア ミ ノ 酸に つ い て 3菌株を用 い て 合成培地に て 検討 し, 更に 新
た に 考案 され た 合成培地 に お け る毒素産生に つ い て検討 し , 次
の 結果を 得た .
1 ･ C ･ dg〃山繭 の 毒素産生 に必 須 の ア ミ ノ 酸ほ バ リ ン , シ ス
テ イ ン , ト リ プ ト フ ア ン , プ ロ リ ン , メ チ オ ニ ン , イ ソ ロ イ シ
ソ
,
ロ イ シ ソ で あ っ た . こ れ らの ア ミ ノ酸 の 中で シ ス テイ ン は
還元 剤 と して 働い て い る こ と が 示 され た .
2 . 上 記 7種の ア ミ ノ 酸に グ リ シ ン , ス レ オ ニ ン を添加 した
時 , 菌の 発育は 促進 され た .
3 . 7種の 必須 ア ミ ノ 酸 の み を 含 む 培地 と , さ ら に グ リ シ
ン ･ ス レオ ニ ン を 添加 した 培地 (M A D M) に おけ る 毒素産生を
V PI lO463株を 用 い て比較 した 時 , 後者の 方 が毒素産生に よ り
良好 で あ っ た .
4 . 必 須 ア ミ ノ 酸(シ ス テ イ ソ を 除く)を増量 した時 , 毒素産
生は増加 し , M A D Mに お い て は ア ミ ノ 酸濃度を基礎濃度 の 5
倍量 に 増量 した 時 , 毒素産生は最高値 に 達 した . また , こ れ ら
の 中 で イ ソ ロ イ シ ソ が 毒素産生に最も有効 であ っ た .
5 . 必 須 ア ミ ノ 酸(シ ス テ イ ン を 除く)を基礎濃度 の 6倍に 増
量 した 合成培地(6× M A D M)に おけ る 毒素塵生 は18種類の ア ミ
ノ 酸を 含ん で い る 合成培地よ り 良好 で あり , 被験20株中1 3株に
お い て 複合培地(m-B HI)とほ ぼ 等 しい 毒素産生が認め られ た .
6 . m→B HI, 6× M A D Mに お け る ト キ シ ソ A , ト キ シ ソ B の
産生ほ 平行関係に あ っ た .
以上 の 結果ほ , C. 斬〃克最 の 毒素塵生に 必 須 の ア ミ ノ 酸 の
種類ほ 他の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌種 の 場合 に 比 べ , ほ るか に 少な
い こ と を 示 して い る . さ らに , ト キ シ ソ A , ト キ シ ソ Bの 産生
は 同 一 の 機構 に よ り制御 され て い る こ とを 示 唆 して い る .
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Keyw ords C. d拶cile,tO Xin A,tO Xin B, amin o acid, de丘n ed m edium
A b5tra t
T he amin o acids e飴ctivefbr to xin productio n(toxin A and to xin B)by Clostridiu md脚 cile(C. d卿cile), Which is the
C auSe Ofpseudome mbran o us c olits andso me cases of antibiotic- a SS C Ciated diarrhe a
,
W e rein vestlgated uslng 3strainsin a
de血 ed m edium ･ m edefined m edium C OnSisting of 18 amin o acids w as us ed as abas al deBn ed m ediu m(B D M). Byusing
e ach amino acid-deficie ntB D M
,
it w asre v ealedthaL for suffic ent toxinpr oduction, V aline, CySteine, try PtOphan, PrOline,
m eth iomine,isole ucin e and le ucinew ere essemial･ Itw as also re veald that, Out Of thes e7 essential amino acids, CySteine
W aS needed as a reducingage nt･ By estim atingbacterialgrowthin m edia c on sistlngOfthe7 essential amin o acids andeach
Of the re m aln lngll amin o acids,itwa sfbund thatglycln eand threonine c ouldenhanc ethe bacterialgrowth. Basalconc e n-
trations of thesetw o amino acids, Which ar ethosein B D M, W e r eS u錦cie ntforthe gro wthe nhan Ce m ent･ Media c onsish ngOf
the7 essential amin o acids, andof dleSe a min oacids, glycin e and thre oni e(minimalamin o acid-denn ed m ediu m, M A D M)
W ere C O mParedfbrto xin produ ctionby a strain V P I lO463･ Re s ults showed thatthelateris superiorto theform er. W hen
am 0 un tS Of6 essential amin oacids(Valine, tryPtOpha n, prOline, m ethionln e,is oleu cine andleu cine) wereincre a s ed, t OXin
PrOduction w as als oin cre ased;tOXinpr oductio n reached the m a xim umlevelatthe co nc entratio ns ofthese amin o acids5-fold
higherthan thebas alc on centration s. In addition, itw as rev ealed that, O utOf these6 a mino acids,is ole ucine w asthe m ost
e触 ctivefortoxinproductio n･ Furdle rm Ore, tOXin production of 20toxigenic C･ dWiciLe strains w as ex amined using m odi-
Red brain he artinfusio n(m - BHl), B D M, M AD Mc ontai mingvaline,tryPtOPhan, PrOline, methionine,isole ucine and leucine
atc once nb
'
ations6-fbldhigherthan也oseinBDM(6-foldM AI)M, 6× M A D M), and M A D Mc ontainingis oleu cine ata c on-
C e ntratio n6-foldhigherthan thatin B D M(isoleu cin e-6-fold M A D M, 6×I- M A DM). Out of the3 di蝕r entde血 ed m edia
m entioned abov e
･
the 6X MADM w asthe m ost e飴 ctivefor to xin produ ction･ Whenthe 6× M A D Mw as co mpar ed for
toxin produ ction withm -B H I, Whichis an e XC ellentc o mplex m ediu mfor toxin pr odu ction, O ut Of20strains tested13strains
PrOdu ced n early equ al am0 untS Ofto xinsin bothm edia･ indicating 也at the 6× M A D Mis fairly e xc ellentfortoxin
PrOduction･ By stadc analysis ofc orrelationbetw eenpr oductivities ofto xinsA and Binm - BHI and 6× MAD M,it w as
de m onstrated thatbothto xins w ereproduced in par alelin am Otm･ Thesefindingsindic ate thatn umber ofesse ntiala mino
acidsfbrto xinproducdo nby C･ diqicile arefarless血anthosein the other closbidialspeCies, andsug gestthatproductim of
toxin sA andB mightbe regulated bya coⅡ 皿O n m eChamim .
